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Zaraza virusom ljudske imunodeficijencije (HIV) povezuje se s progresivnom deficijencijom 
imunološkog sustava. CD4+ T-limfociti su osnovna subpopulacija stanica koju virus ljudske 
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su C homozigoti imaju veće koncentracije IL-28B te sporiju progresiju bolesti. Cilj ovog istraţivanja 
je odrediti povezanost izmeĎu polimorfizma gena za IL-28B i imunološkog statusa HIV-om zaraţenih 
osoba. Ispitanike sam  podijelila u tri skupine prema apsolutnom broju CD4+ T-limfocita te metodom 
PCR-a u stvarnom vremenu odredila polimorfizam gena za IL-28B. Prva skupina su osobe koje su pri 
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1. UVOD 
1.1. Imunološki sustav 
Imunologija je biomedicinska znanost koja proučava imunost tj. sposobnost organizma 
da se odupre djelovanju stranih tvari (antigena). Imunološki sustav čine stanice i molekule 
koje posreduju u imunosti, a njihovo zajedničko i precizno kontrolirano meĎudjelovanje 
nazivamo imunoreakcijom (Andreis i sur., 2010).  
 
1.1.1. UroĎena i stečena imunost 
 
Postoje dvije temeljne vrste obrambenih mehanizama u organizmu; nespecifični 
(uroĎeni) i specifični (stečeni). Nespecifična otpornost sastoji se od čitavog niza nespecifičnih 
mehanizama zaštite od infekcije koji uključuju fizičke barijere, uroĎeno ubilačke stanice (eng. 
natural killer cells, NK), mononuklearne fagocite i polimorfonuklearne limfocite, enzime 
sustava komplementa, molekule koje prepoznaju obrasce strukture mikroba te solubilne 
medijatore tj. citokine koji koordiniraju sve aspekte imunosti. Djeluje i bez prethodnog dodira 
organizma s odreĎenim antigenom, te je usmjerena protiv svih antigena koji ulaze u 
organizam. Efektorski mehanizmi nespecifične imunosti ne razlikuju pojedine vrste antigena  
i izostaje imunološka memorija, ali reakcija je vrlo brza (Andreis i sur., 2010). 
Specifičnu imunost čine mehanizmi koji se induciraju ili stimuliraju nakon specifičnog 
prepoznavanja stranog antigena u organizmu. Posrednici specifične ili stečene imunosti su 
limfociti T, limfociti B, makrofagi te brojni citokini. Specifična imunost dijeli se na 
humoralnu i staničnu. Humoralna imunost posredovana je antitijelima (molekule 
imunoglobulina) koje specifično prepoznaju i eliminiraju strane antigene. Antitijela 
sintetiziraju aktivirani B-limfociti (plazma stanice), dok je stanična imunost posredovana T-
limfocitima i makrofagima (Murphy, 2012).   
Svi stanični elementi krvi, uključujući i stanice imunološkog sustava nastaju iz 
pluripotentne hematopoetske matične stanice u koštanoj srţi te tako nastaju dva tipa matičnih 
stanica. Iz limfoidne prastanice nastaju bijele krvne stanice; B, T limfociti i NK stanice. Iz 
mijeloidne prastanice nastaju ostali leukociti, eritrociti (crvene krvne stanice) i megakariociti 
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(Murphy 2012). Limfociti, kao i drugi leukociti izraţavaju različite molekule koje se nazivaju 
leukocitnim diferencijacijskim antigenima (LDA). To su membranske i citoplazmatske 
molekule koje imaju brojne biološke uloge. Diferencijacijski antigeni na površini limfocita 
označuju se kraticom CD (eng. cluster of differentiation) i pripadajućim brojem koji označava 
monoklonsko antitijelo specifično za odreĎenu molekulu. Neke CD molekule nazivamo 
identifikacijskim biljezima (markerima) jer su konstitutivno eksprimirane na membranama 
odreĎene stanične subpopulacije. Neke se CD molekule pojavljuju isključivo tijekom 
aktivacije pa se nazivaju aktivacijskim biljezima. Biljezi sazrijevanja su CD molekule koje 
pokazuju stadij diferencijacije pojedine stanice (Béné, 1997). 
 
1.1.2. Uloga antigen-prezentirajućih stanica 
 
 Glavne antigen-prezentirajuće stanice u imunološkom sustavu su makrofagi, B stanice i  
dendritičke stanice koje su ujedno i najveći induktori imunološkog odgovora (Lu i sur., 2004). 
Ostale antigen-prezentirajuće stanice su fibroblasti, epitelne stanice prsne ţlijezde, epitelne 
stanice štitnjače, glija stanice, beta-stanice gušterače, endotel krvnih ţila. Preteče dendritičkih 
stanica migriraju iz koštane srţi kroz primarne limfatičke organe sve do reproduktivnog 
trakta. Cirkuliraju krvlju te uzimaju topive antigene i migriraju do sekundarnih limfatičkih 
organa, gdje aktiviraju antigen-specifične T-stanice. Antigen-prezentirajuće stanice na 
membrani eksprimiraju molekule glavnog sustava tkivne podudarnosti (eng. major 
histocompatibility complex, MHC). Cijepanjem antigena nastali peptidi se veţu na 
komponente MHC molekula te cijeli kompleks odlazi na površinu stanice (Abbas, 2005). 
Citotoksični limfociti  T (eng. cytotoxic T lymphocyte, CTL) imaju mogućnost prepoznavanja 
i eliminiranja virusom inficiranih stanica, te su ključan faktor u kontroli replikacije HIV-a 
(Maranon i sur., 2004). CD8 T- limfociti zahtijevaju prezentiranje antigenih peptida sa HLA I 
molekulama (eng. human leukocyte antigen, HLA) a  CD4 T-limfociti sa HLA II molekulama 
(Andreis i sur., 2010). 
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1.2. Interferoni 
 
Citokini su glikoproteini niske molekularne mase koji posreduju u meĎustaničnoj 
komunikaciji. Potiču aktivaciju, proliferaciju i diferencijaciju stanica, posreduju ili reguliraju 
imunoreakcije i upalne procese, a mogu djelovati i citotoksično. Prenose informacije meĎu 
stanicama i vaţni su medijatori upalnih bolesti. Luče ih mnogobrojne stanice u organizmu, ali 
većinom imunološke i upalne stanice. Većina se citokina luči tek nakon podraţaja (ozljeda 
tkiva, infekcije i dr.), a znatno manji dio konstitutivno. Podjela citokina je na interleukine, 
interferone i  kemokine (Andreis i sur., 2010). 
Interferoni su citokini koji sudjeluju u antivirusnom odgovoru. Razlikujemo tri tipa 
interferona (tip I, tip II i tip III) koji su podijeljeni na temelju upotrebe receptora, strukture i 
biološke aktivnosti (Lopušna i sur., 2013). Tip I djeluje preko heterodimernog receptorskog 
kompleksa (IFNAR1 i IFNAR2) (Donnely i Kotenko, 2010) koji se nalazi na površini većine 
stanica u organizmu (Perry i sur., 2005). Aktivira signalni put vodeći do aktivacije gena koji 
su kontrolirani interferon stimulirajućim faktorom (eng. interferon stimulated gene factor, 
ISGF) i čiji produkti su uključeni u apoptozu i aktivaciju stečenog imunološkog sustava (Uze 
i Moneron 2007). Interferonu tipa II pripada IFN-γ, a njega luče T-limfociti, NK stanice, 
monociti, makrofagi i dendritičke stanice. Receptor za IFN-γ (eng. interferon gamma 
receptor, IFNGR) se sastoji od dva lanca koja veţu ligand, te dva  koja provode signal 
(Schroder i sur., 2004). 
 
 
1.2.1. Interferon lambda 
 
Interferon-lamda (IFN-λ) je nedavno otkrivena grupa citokina koja je sposobna 
inducirati antivirusni odgovor. Sastoji se od tri strukturno povezanih subtipova nazvanih IFN- 
λ1 (IL-29),  IFN- λ2 (IL28-A) i  IFN- λ3 (IL28-B) (Lopušna i sur., 2013). 
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Interferoni se veţu na različite komplekse receptora na staničnoj membrani. Receptor 
interferona tipa III je sastavljen od dva lanca: IFN- λR1 i IL10R2. Oba receptorska lanca se 
sastoje od ekstracelularnog, transmembranskog i intracelularnog dijela. Vezanjem  dolazi do 
aktivacije Janus kinaza Jak1 i Tyk2 koje fosforiliraju IFN- λR1 ICD (eng. intracytoplasmatic 
domain). TakoĎer dolazi do aktivacije transkripcijskih faktora STAT1 i STAT2 koji zajedno  
sa IRF-9 čine transkripcijski faktor ISGF3 (eng. IFN-stimulated gene factor 3) koji translocira 
iz citoplazme u jezgru stanice gdje se veţe za ISRE (eng. interferon stimulated response 
elements). Aktiviraju se transkripcijski faktori te dolazi do transkripcije gena OAS1, MXI i 
IRF7 (Donnelly i Kotenko, 2010) (Slika 1).  
 
 
 
 
Slika 1. Vezanje receptora interferona (IFN) tipa I i III na membranu stanice uzrokuje 
kaskadu signalnih puteva dovodeći do transkripcije gena koji potiču antivirusni odgovor. Tip 
I i tip III IFN veţu se za različite receptore na staničnoj membrani, što dovodi do aktivacije 
Janus kinaza Jak 1 i Tyk2. Dolazi do aktivacije transkripcijskih faktora STAT1 i STAT2 koji 
s IRF-9  čine transkripcijski faktor poznat kao  ISGF3 (eng. IFN-stimulated gene factor 3) 
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koji translocira iz citoplazme u jezgru stanice. ISGF3 regulira transkripciju gena veţući se za 
ISRE (eng. interferon stimulated response elements) te dolazi do transkripcije gena koji 
potiču antivirusni odgovor (Donnely i sur., 2011). 
 
1.2.2. Interleukin-28B 
 
Polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP) 
predstavlja najčešći oblik varijacije u odsječku DNA (eng. deoxyribonucleic acid). 
Ustanovljeno je da SNP-ovi predstavljaju 90 % svih  polimorfizama. Da bismo razliku u 
jednom  nukleotidu nazvali SNP-om, najmanje zastupljen alel mora biti prisutan u najmanje 1 
% ispitivane populacije. Najviše paţnje pobuĎuju SNP-ovi koji mijenjaju funkciju ili izraţaj 
gena. Pretpostavlja se da broj takvih SNP-ova iznosi 50000-250000. Taj broj predstavlja samo 
mali postotak od ukupnog broja SNP-ova od kojih većina ne mijenja fenotip. SNP-ovi 
predstavljaju potencijalno veliko područje u otkrivanju genskih razlika izmeĎu pojedinaca 
koje bi mogle biti odgovorne za različit odgovor na lijekove (Jadan, 2004).  
Polimorfizam jednog nukleotida rs12979860 nalazi se 3kb uzvodno od gena za 
interleukin 28-B (IL28-B) (jedan od interferona  λ) na kromosomu broj 19. Nekoliko studija 
je dokazalo antivirusnu aktivnost IFN-λ uključujući i virus ljudske imunodeficijencije. Osobe 
koje su C homozigoti imaju veće koncentracije IL-28B te sporiju progresiju bolesti 
(Machmach i sur., 2012).  
 SNP rs12979860 u genu koji kodira sintezu IL-28B povećava ekspresiju interferona λ 
te je jedan od čimbenika koji odlučuju o tijeku zaraze virusom hepatitisa C. U osoba koje su C 
homozigoti češće dolazi do izliječenja nego u osoba koje su heterozigoti ili T homozigoti 
(Parczewski i sur., 2012), dok je njegova uloga u kroničnom hepatitisu B još uvijek slabo 
poznata (Boglione i sur., 2014). Utjecaj polimorfizma primijećen je osobito kod oboljelih s 
HCV genotipom 1, dok je utjecaj polimorfizma u manjoj mjeri izraţen kod oboljelih s 
genotipom 2 i 3 (Parczewski i sur., 2012).   
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1.3. Virus ljudske imunodeficijencije (HIV) 
 
Virus ljudske imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency virus, HIV) je 
retrovirus koji uzrokuje sindrom stečene imunodeficijencije (eng. acquired immunodeficiency 
syndrome, AIDS) (Gallo i sur., 1983). HIV je svrstan u porodicu ljudskih retrovirusa 
(Retroviridae), rod Lentivirus (http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp).  
1983. godine virus je izoliran iz punktata limfnog čvora homoseksualca oboljelog od 
kronične multiple limfoadenopatije, a nazvan je virusom udruţenim s limfoadenopatijom 
(franc. lymphadenopathie associe virus, LAV) (Barre-Sinoussi i sur., 1983). Iz krvi bolesnika 
sa simptomima HIV-a iz Zapadne Afrike 1986. godine izoliran je virus sličan virusu ljudske 
imunodeficijencije i nazvan je virusom ljudske imunodeficijencije tipa 2 (HIV-2), a virus 
izoliran iz bolesnika 1983. godine u Parizu nazvan je virusom ljudske imunodeficijencije tipa 
1 (HIV-1) (Clavel i sur., 1986).  
HIV-a zaraţava CD4+ limfocite T, dendritičke stanice, makrofage. Nalazi se u tjelesnim 
tekućinama kao što su  krv, sjemena tekućina, vaginalni sekreti, majčino mlijeko. Najčešći 
putevi prijenosa su nezaštićeni spolni odnos, u kojem dolazi do kontakta sjemene tekućine, 
sekreta rodnice ili krvi zaraţene osobe sa sluznicom druge osobe, zatim izravnim unosom krvi 
zaraţene osobe u organizam nezaraţene osobe, i sa zaraţene majke na dijete, tijekom 
trudnoće, poroda ili dojenja (Yu i Vajdy,  2010). 
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1.4. Morfološka struktura virusa i organizacija genoma 
 
Virusna čestica promjera je 100 nm i obavijena lipidnim dvoslojem koji potječe od 
membrane stanice iz koje je virus izašao. Svaki virion sadrţi 72 glikoproteinska kompleksa 
koji su integrirani u lipidnu membranu i koji se sastoje od glikoproteina (gp) 120 i 
transmembranskog gp41. U unutrašnjosti lipoproteinskog sloja se nalazi protein matriksa p17. 
Unutar kapside se nalaze 2 kopije RNA,  te virusni enzimi: reverzna transkriptaza, integraza  i 
proteaza (Briggs i Krausslich, 2011) (Slika 2). 
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Slika 2. Prikaz virusne čestice retrovirusa. Ovojnica virusa sastavljena je lipidnog dvosloja. 
Na ovojnici se nalaze glikoproteini koji se sastoje od dva dijela; glikoprotein 120 (gp) i 
transmembranski gp41. Unutar kapside se nalaze dvije kopije RNA, proteini, enzimi reverzna 
transkriptaza, integraza i proteaza koji su potrebni za replikaciju virusa (Preuzeto s: 
http://bs.wikipedia.org/wiki/HIV). 
 
 
 
 
Tri gena, gag, pol i env kodiraju za više virusnih proteina, produkti ovih gena tvore 
virusnu česticu ili kodiraju za enzime virusa koji se nalaze u virusnoj čestici (Hill i sur., 
2005).  Gen gag  kodira za proteine matriksa i kapside (Gherghe i sur., 2010). Gen pol  kodira 
za proteazu, integrazu, reverznu transkriptazu (Sarafinos i sur., 2009). Env kodira za 
transmembranske glikoproteine gp120 i gp41 (Van Maele i sur., 2006). Osim  tri glavna gena, 
HIV sadrţi još šest gena (vif, vpu, vpr, tat, rev i nef) (Slika 3). Gen vif  kodira protein VIF 
(eng. viral infectivity factor) koji suprimira rezistenciju domaćina na infekciju HIV-om. Gen 
vpu kodira za protein Vpu koji promovira unutarstaničnu degradaciju CD4+T-limfocita te 
pozitivno djeluje na otpuštanje virusa iz stanične membrane. Gen vpr kodira za protein VPR 
(eng. viral protein R) koji sudjeluje u transportu DNA u jezgru domaćina te dovodi do zastoja 
staničnog ciklusa (Malim i Emerman, 2008). Gen tat kodira za protein TAT (eng. trans-
activator of transcription), pozitivni aktivator transkripcije, veţe se na LTR (eng. long 
terminal repeat) promotor genoma virusa i potiče transkripciju (Hill i sur., 2005). Gen rev 
kodira za protein REV (eng. regulator of virion protein expression), veţe se na mRNA i 
potiče ekspresiju strukturnih gena (Suhasini i Reddy, 2009). Gen nef kodira protein NEF (eng. 
negative regulatory factor) koji sprječava zarazu jednom zaraţene stanice novim virionima 
kako ne bi došlo do superinfekcije i smrti stanice, a u HIV-om zaraţenim makrofagima, 
kemokinima privlači CD4+T limfocite  i omogućava da virus zarazi nove stanice (Arhel i  
Kirchhoff, 2009). 
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Slika 3. Prikaz genoma virusa HIV-1. LTR regija (eng. long terminsl repeat) predstavlja 
dva kraja virusnog genoma te ne kodira za virusne proteine. Tri gena, gag, pol i env kodiraju 
za više virusnih proteina, produkti ovih gena tvore virusnu česticu ili kodiraju za enzime 
virusa koji se nalaze u virusnoj čestici. Gen gag  kodira za proteine matriksa i kapside. Gen 
pol kodira za proteazu, integrazu, reverznu transkriptazu. Env kodira za transmembranske 
glikoproteine gp120 i gp41. Osim  tri glavna gena, HIV sadrţi još šest gena (vif, vpu, vpr, tat, 
rev i nef)  (Preuzeto s: http://hivbuch.files.wordpress.com/2012/01/3-abb-2.jpg ). 
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1.5. Replikacijski ciklus HIV-a  
 
Za ulazak HIV-a u ciljanu stanicu potrebna je interakcija s primarnim receptorom i 
koreceptorom. Primarni receptor HIV-a je CD4 molekula najčešće eksprimirana na membrani 
CD4+ limfocita T i monocita. Gp120 se veţe na površinsku molekulu CD4 i jedan od 
kemokinskih koreceptora; CXCR4 ili CCR5, a gp41 sudjeluje u fuziji virusne ovojnice i 
plazma membrane stanice domaćina te tako omogućuje ulazak virusnog genoma i njegovih 
proteina u citoplazmu (Klasse, 2012). Reverzna transkriptaza prepisuje virusnu RNA u 
komplementarnu DNA (cDNA). Virusna cDNA se integrira pomoću enzima integraze u 
genom stanice domaćina. Takva integrirana cDNA se naziva provirusna DNA. Transkripcija 
provirusne DNA stimulirana je transkripcijskim faktorima koji su prisutni u svim aktiviranim 
T stanicama. Aktivaciju CD4+ T- limfocita inducira transkripcijski faktor NFkB, koji se veţe 
na promotore stanične DNA i virusne LTR sekvence. Geni tat i rev (rani proteini) koji 
kodiraju za virusne proteine Tat i Rev promoviraju virusnu replikaciju u aktiviranim T 
stanicama te izlazak virusne RNA iz jezgre u citoplazmu. Translatiraju se kasni proteini Gag, 
Pol i Env koji u potpunosti formiraju virus te pupanjem sa stanične membrane iz stanice 
izlaze nove virusne čestice (Karn i Stoltzfus, 2012).  
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1.6. Imunopatogeneza HIV infekcije 
 
 Nekoliko tjedana nakon ulaska virusa u organizam akutna faza nastupa 3-6 tjedana 
nakon zaraze virusom a obiljeţena je raznim simptomima kao vrućica, povećanje limfnih 
čvorova, grlobolja, osip te bolovi u mišićima i zglobovima. Viremija u akutnoj HIV-1 
infekciji izuzetno je visoka te dostiţe i do 106 kopija HIV-1 RNA/ml plazme. Dolazi do  
smanjenja postotka i apsolutnog broja subpopulacije CD4+ limfocita T (Arnott i sur., 2010). 
Nakon akutne nastupa kronična infekcija koja napreduje od asimptomatske faze do 
uznapredovale, simptomatske faze bolesti. U asimptomatskoj fazi bolesti koncentracija 
virusne RNA u plazmi bolesnika uglavnom ne prelazi 10000 kopija HIV-1 RNA/mL, dok je 
nešto veća u limfnim čvorovima. MeĎutim, iako zaraţena osoba nema izraţenijih simptoma 
virus se svakodnevno umnoţava, razara napadnute stanice te se postupno smanjuje broj  
CD4+ T- limfocita (Ford i sur., 2009). 
 U simptomatskoj fazi HIV infekcije broj CD4+ T-limfocita vrlo je nizak, a viremija 
vrlo visoka. Javljaju se brojni simptomi; umjereno do jako povećanje limfnih čvorova na 
vratu, ispod pazuha i u preponama, učestala povišenja tjelesne temperature, crvenilo koţe, 
infekcije u području oko noktiju, učestala pojava herpesa na usnama, češća je pojava infekcija 
dišnih puteva, gubitak tjelesne teţine i umor. Postepeno, kako imunološki sustav slabi, dolazi 
do razvoja sve većeg broja oportunističkih infekcija: Candida albicans, HSV (Herpes simplex 
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virus), Herpes zoster virus, Citomegalovirus, Pneumocystis carinii i Mycobacterium 
tuberculosis. Pacijenti oboljevaju i od različitih oblika tumora (Kaposi sarkom, limfomi), 
imunološki sustav je posve oslabljen te na kraju dolazi do smrti zaraţenog (Fevrier i sur., 
2011) (Slika 4).  
Uzimanjem odgovarajuće antiretrovirusne terapije znatno se produljuje ţivotni vijek i 
povećava kvaliteta ţivota oboljenih osoba (Carrington i O'Brien, 2003). Manja skupina 
oboljelih osoba tzv. spori progresori (eng. long term non-progressors, LTNP) imaju 
sposobnost odrţavati pod kontrolom infekciju bez antiretroviralne  terapije. Oni se genetički, 
imunološki i virološki razlikuju od progresora. HLA B*5701 povezan je sa sporijom 
progresijom HIV infekcije iako točan mehanizam djelovanja ovog alela nije poznat. Suprotno 
sporim progresorima postoji i skupina HIV-om inficiranih osoba koje  razviju AIDS u 
relativnom kratkom periodu od ulaska virusa u organizam. Takve se osobe nazivaju brzim 
progresorima (eng. rapid progressors, RP). Brza progresija HIV bolesti povezana je s B*35 
alelom (Lackner i sur., 2012). 
 
 
 
Slika 4. Prikaz bolesti koje nastaju u odnosu na broj CD4+T- limfocita kod oboljelih 
pacijenata. U simptomatskoj fazi HIV infekcije broj CD4+ T-limfocita vrlo je nizak, a 
viremija vrlo visoka. Postepeno, kako imunološki sustav slabi, dolazi do razvoja sve većeg 
broja oportunističkih bolesti. Sa otprilike 500 CD4+ T-limfocita / μl krvi dolazi do raznih 
infekcija kao bakterijske i gljivične infekcije koţe. Kako se broj CD4+T- limfocita smanjuje, 
tako pacijenti oboljevaju i od različitih oblika tumora (Kaposi sarkom, limfomi) (Preuzeto s: 
http://huhiv.hr/wp-content/uploads/2011/09/hiv_begovac2.jpg). 
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1.7. Antiretrovirusna terapija  
 
HIV infekcija liječi se antiretrovirusna terapijom (eng. highly active antiretroviral 
treatment, HAART), kombinacijom nekoliko vrsta lijekova koji djeluju na različite faze u 
ţivotnom ciklusu virusa (Cohen i sur., 1997). Antiretrovirusni lijekovi dijele se u nekoliko 
skupina; inhibitori reverzne transkriptaze, inhibitori proteaze, inhibitori integraze, inhibitori 
fuzije i inhibitori CCR5 koreceptora (Arts i Hazuda, 2012). Inhibitori reverzne transkriptaze 
onemogućavaju sintezu DNA HIV-a iz RNA, direktno djelujući na aktivno mjesto enzima ili 
mijenjajući njegovu strukturu vezanjem na neku drugu poziciju čime je onemogućena 
katalitička aktivnost enzima. To su nukleotidni, nukleozidni i nenukleozidni analozi. 
Inhibitori proteaze svojim djelovanjem onemogućuju cijepanje primarnih translacijskih 
produkata te ne dolazi do stvaranja novih viriona. Dijele se u dvije skupine: kompetitivni 
inhibitori i nekompetitivni inhibitori (Ghohs i Anderson, 2011). Integraza je enzim potreban 
za ugradnju DNA HIV-a u genom domaćina. Inhibitori integraze kompetitivno inhibiraju 
integrazu zbog čega virus ne moţe ući u fazu latencije, smanjena je sinteza novih virusnih 
čestica i inficiranje zdravih stanica (Powderly, 2010). Inhibitori fuzije veţu se na peptide na 
površini virusne čestice sprječavajući vezanje virusa na receptore na površini ciljane stanice 
(Yuxian i sur., 2008). Inhibitor CCR5 koreceptora djeluje na stanični virusni koreceptor 
blokirajući interakciju gp120 HIV-a s CCR5 koreceptorom što je ključan korak u ulasku HIV-
a u neinficiranu stanicu (Wilkin i Gulick, 2012).  
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Početak primjene antiretrovirusne terapije ovisi o simptomima, broju CD4+ limfocita T  
i viremiji te raznim drugim čimbenicima kao što su trudnoća i koinfekcije. Simptomatski 
bolesnici, kao i oni s apsolutnim brojem CD4+ limfocita T manjim od 350 stanica po µL krvi, 
počinju s primjenom terapije odmah po ulasku u  kliničku skrb iako novije studije pokazuju 
da započinjanje liječenja pri apsolutnom broju CD4+ limfocita T izmeĎu 350 i 500 po µl krvi 
ili čak iznad 500 stanica po µl krvi značajno smanjuje stopa smrtnosti. Primjenom terapije ne 
dolazi do potpunog izlječenja te se terapija uzima do kraja ţivota bolesnika (Arts i Hazuda 
2012). Broj CD4+ limfocita T treba pratiti svakih tri mjeseca nakon početka terapije, osobito 
kod bolesnika sa brojem manjim od 200/µL. Ukoliko broj CD4+ limfocita T tijekom godinu 
dana terapije bude stabilan (> 350/µL), broj CD4+ limfocita T moţe biti praćen u intervalu od 
šest mjeseci (Huldrych i sur., 2014). 
1.8. Protočna citometrija  
    
 Protočna citometrija je grupa analitičkih metoda koje omogućavaju istovremenu analizu 
morfoloških, biokemijskih i funkcionalnih karakteristika stanica ili staničnih dijelova. 
Protočni citometar sastoji se od protočnog, optičkog i elektroničkog dijela. U protočnom 
dijelu nalazi se izotonična tekućina u kojoj je suspenzija stanica koje analiziramo. U optičkom 
dijelu nalazi se laser čija zraka pada na površinu stanica, dio zrake koji se ogiba pod malim 
kutem proporcionalan je granularnosti jezgre stanica (SS, side scatter parametar) a dio zrake 
pod kutem od 90° proporcionalan je veličini stanica (FS, forward scatter parametar).    
Pomoću ta dva parametra razlikujemo u punoj krvi tri stanične populacije; neutrofile, 
monocite te limfocite. Laserska zraka koja pada na površinu stanice u izotoničnoj tekućuni 
ekscitira flourescentnu boju kojom je obiljeţena odreĎena stanična komponenta ili 
monoklonsko antitijelo specifično za neku staničnu molekulu. Ekscitacija flourescentne boje 
potiče emisiju svjetlosti odreĎene valne duljine koja je karakteristična za pojedine 
flourescentne boje. U elektroničkom dijelu protočnog citometra prikupljaju se svi podaci i 
pomoću odgovarajućeg kompjuterskog programa omogućava se analiza čestica (Ormerod 
2008). 
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1.9. Lančana reakcija polimerazom  
 
Lančana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR) je metoda kojom 
se odreĎeni dio DNA umnoţava te nastaje veliki broj identičnih kopija. Godine 1983. Kary 
Mullis je otkrio i opisao metodu u kojoj se DNA umnoţava  bez kloniranja i to iz malih 
količina DNA. Na osnovama PCR metode je razvijeno niz novih postupaka koji su 
prilagoĎeni potrebama eksperimentalnih zahtjeva i razinama osjetljivosti i specifičnosti 
samog eksperimentalnog ili analitičkog modela. Metoda se sastoji od tri glavna koraka; 
denaturacija DNA kalupa, vezanje početnica na kalup te produljenje početnica polimerazom. 
Reakcijska smjesa priprema se od DNA, oligonukleotidnih početnica dugih 20-ak baznih 
parova, deoksinukleotid-fosfata (dNTP's), te Taq polimeraze (izolirana je iz bakterije 
Thermophilus aquaticus ) u odgovarajućem puferu. Dvostruki lanac DNA molekule se 
zagrijavanjem na otprilike 94 °C razdvoji, slijedi vezanje početnica na komplementarne 
odjeljke DNA pri temperaturi od 50 – 60 °C. Zadnji korak je sinteza komplementarnog lanca 
pri temperaturi od 72 °C na kojoj je polimeraza aktivna (Grce, 2013). 
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PCR u stvarnom vremenu (Real-Time PCR) je osjetljiva i pouzdana metoda za detekciju 
nukleinskih kiselina. Umnoţavanje sekvence DNA i detekcija produkata reakcije odvijaju se 
istovremeno. Za detekciju produkata reakcije mogu se koristiti boje koje se interkaliraju u 
DNA (etidijev bromid, SYBR Green). U vodenoj otopini njihova flourescencija je utišana, a 
kad se prilikom amplifikacije ugraĎuju u dsDNA flouresciraju. Takva detekcija naziva se  
nespecifičnom jer se detektira se bilo koji fragment umnoţen tijekom PCR-a. Specifični način 
detekcije uključuje detekciju  pomoću specifičnih proba na koje su vezani flourokromi. 
Postoje različite vrste proba. Hibridizacijska proba, detekcija po principu prijenosa energije 
fluoerescentnom rezonancijom (eng. fluorescence resonance energy transfer, FRET) se 
sastoji od dva dijela, jedan nosi donor boju, a drugi akceptor. Dizajnirane su tako da kad se 
obje veţu na DNA, donor i akceptor se naĎu jedan kraj drugog dolazi do prijenosa energije i 
emitira se svjetlost odreĎene valne duljine (Didenko, 2001). 
Probe koje imaju formu ukosnice (eng. molecular beacons) na jednom kraju imaju 
signalnu molekulu (reporter), a na drugom utišavač fluorescencije (quencher). Kad se proba 
veţe na DNA, signalna molekula i utišavač fluorescencije se naĎu dovoljno daleko jedan od 
drugog da bi reporter mogao emitirati svjetlost odreĎene valne duljine. TaqMan probe koriste 
egzonukleaznu aktivnost polimeraze da bi odvojili signalnu molekulu od utišavača 
fluorescencije razgraĎujući pri tom probu. Kod škorpion (eng. scorpion) početnica na 
početnicu je vezana proba u formi ukosnice koja na dva različita kraja ima utišavač 
fluorescencije i signalnu molekulu. Tijekom vezanja, na jednoj strani početnice se ukosnica 
razdvaja i veţe na komplementarnu DNA, a na drugoj polimeraza nastavlja lanac (Thelwell i 
sur., 2000).  
Upotrebom hibridizacijskih proba mogu se otkriti mutacije gena pa i mutacija samo 
jedne baze, na temelju temperature taljenja (eng. temperature melting, Tm). Tm molekule 
DNA značajno ovisi o sastavu nukleotida. «Simple probe” su probe koje jače flouresciraju 
kad su vezane na komplementarnu DNA nego kad su  samostalno u otopini. Povećavanjem 
temperature prema Tm, probe se odvajaju od komplementarnog lanca te se flourescencija 
smanjuje. Temperatura pri kojoj će se proba odvojiti od ciljnog fragmenta DNA ovisi o 
nukleotidu prisutnom u ciljnom fragmentu DNA (Jadan, 2004) (Slika 5).  
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Slika 5. Krivulja taljenja koja prikazuje promjenu fluorescencije s temperaturom. Divlji tip i 
mutant imaju jedan vrhunac fluorescencije, dok heterozigot ima dva vrhunca (Preuzeto s: 
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Melting_Curve_Analysis_Graphs.svg). 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 
Cilj ovog istraţivanja je istraţiti povezanost polimorfizma jednog nukleotida rs12979860 
u genu za IL-28B i imunološkog statusa u HIV-om zaraţenih osoba. Ispitanike ću podijeliti u 
tri skupine prema apsolutnom broju CD4+ T-limfocita te metodom PCR-a u stvarnom 
vremenu odrediti polimorfizam gena za IL-28B. Zatim ću izračunati postoje li statistički 
značajne razlike meĎu tri skupine ispitanika s različitom brzinom progresije bolesti. 
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3. MATERIJALI I METODE 
3.1. Ispitanici 
    
Istraţivanje sam provela na 109 osoba zaraţenih virusom ljudske imunodeficijencije 
(HIV). Ispitanike sam podijelila u tri skupine prema apsolutnom broju CD4+ limfocita T u 
krvi. Prva skupina su osobe koje su pri ulasku u kliničku skrb, te minimalno godinu dana 
nakon toga imale > 500 CD4+ limfocita T/ μl krvi. Druga skupina su osobe koje su u kliničku 
skrb ušle s < 200 CD4+ limfocita T/ μl krvi, ali je broj CD4+ limfocita T porastao do > 500 
CD4+ limfocita T/ μl krvi nakon početka terapije antiretrovirusnim lijekovima. Treća skupina 
su osobe koje su pri ulasku u kliničku skrb, te nakon minimalno godinu od započinjanja 
antiretrovirusne terapije imale < 200 CD4+ limfocita T/ μl krvi.  
 
 
3.2. Biološki uzorci 
Biološki uzorci su uzimani venepunkcijom u dvije sterilne VACUTAINER epruvete s 
antikoagulansom K3EDTA (etildiamintetraoctena kiselina).  Krv za protočnu citometriju sam 
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pohranila na sobnoj temperaturi do analize. Punu krv za izolaciju DNA pohranila sam na -20 
°C do izolacije. 
 
 
 
 
 
 
3.3. Reagensi i otopine  
 
3.3.1. Reagensi  i otopine za protočnu citometriju   
 
Reagens «CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD4-RD-1/CD8-ECD/CD-3PC-5 
Monoclonal Antibody Reagents» u kojem je kombinacija monoklonskih antitijela specifična 
za molekule CD45, CD4, CD8 i CD3 za četverostruko bojanje (Beckman Coulter, Inc., Brea, 
CA, USA). 
Reagens »CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD56-RD-1/CD19-ECD/CD3-PC-5 
Monoclonal Antibody Reagents» koji sadrţi kombinaciju monoklonskih antitijela specifičnih 
za molekule CD45, CD56, CD19 i CD3 za četverostruko bojanje (Beckman Coulter, Inc., 
Brea, CA, USA). 
Monoklonsko antitijelo HLA-DR-PC-7 specifično za molekulu HLA-DR (Beckman 
Coulter, Inc., Brea, CA, USA). 
Monoklonsko antitijelo CD38-PC-7 specifično za molekulu CD38 (Beckman Coulter, 
Inc., Brea, CA, USA). 
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      Reagens «ImmnunoPrep Reagent System Whole blood lysing reagent» se sastoji od tri 
otopine (Immunoprep A, B i C) koje su prilagoĎene za pripravu uzoraka za protočnu 
citometriju pomoću aparata Coulter TQ-Prep (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA). 
Otopina Immunoprep A sadrţi formijatnu kiselinu (1,2 ml/l) i stabilizator. Immunoprep B je 
otopina Na2CO3 (6,0 g/l), NaCl (14,5 g/l), Na2SO4 (31,3 g/l) i stabilizatora. Otopina 
immunoprep C sastoji se od 10,0 g/l paraformaldehida i pufera. 
 Reagens «Flow-Count
TM 
Flourospheres absolute count determination» koji sadrţi 
flourescentne mikrosfere poznate koncentracije (962-1023 flourosfere/µl, promjer 10 µm, 
emisijski spektar 525-700 nm) i omogućuje odreĎivanje apsolutnog broja odreĎene stanične 
subpopulacije direktno na protočnom citometru (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA).  
 
 
Reagens «Flow-Check
TM
 Flourospheres» koji sadrţi flourescentne mikrosfere (promjer 10 
µm, koncentracija 1*10
6
 flourosfera/µl, emisijski spektar 525-700 nm) i sluţi za provjeru i 
kalibraciju optičkog i protočnog dijela citometra (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA). 
Izotonična otopina «IsoFlowTM Sheath Fluid Azide free balanced electrolyte solution» 
koja se miješa s uzorkom tijekom mjerenja protočnim citometrom (Beckman Coulter, Inc., 
Brea, CA, USA). 
 
3.3.2. Reagensi i otopine za izolaciju ljudske DNA 
 
QIAamp DNA Mini Kit: 
Pufer za lizu, sadrţi gvanidin klorid, (Buffer AL) 
Pufer za ispiranje, koncentrat u koji se dodaje apsolutni etanol, (Buffer AW1) 
Pufer za ispiranje;  koncentrat u koji se dodaje apsolutni etalnol, a sadrţi natrijev azid, (Buffer 
AW2) 
Pufer za ispiranje koji sadrţi 10 mM Tris-Cl i 0.5 mM EDTA, pH 9.0, (Buffer AE) 
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Proteinaza K, proteaza koja cijepa peptidnu vezu proteina na karboksilnom kraju hidrofobnih, 
alifatskih i aromatskih aminokiselina 
 
3.3.3. Reagensi i otopine za lančanu reakciju polimeraze u stvarnom vremenu 
 
Redestilirana, deionizirana, autoklavirana voda PCR grade H2O, (Roche Diagnostic, 
Germany) 
Otopina magnezija Mg
2+
 (25 mM), (Roche Diagnostic, Germany) 
 
Reakcijska smjesa koja sadrţi sadrţi početnice i probe (drţi se na +4 °C) (TIB Molbiol, 
Germany) 
Smjesa koja  sadrţi polimerazu i dNTP, Roche master, (Roche Diagnostic, Germany) 
Kontrole; 10
5
 ciljnih molekula u  5 µL otopine (C homozigot, heterozigot, T homozigot), 
(TIB Molbiol, Germany) 
 
3.4. Oprema, računalni programi i potrošni materijal 
 
1. Aparat za pipetiranje uzoraka za protočnu citometriju Coulter PrepPlus 2 (Beckman 
Coulter,   Inc., Brea, CA, USA) 
2. Aparat za pripremu uzoraka za protočnu citometriju Coulter TQ-Prep (Beckman 
Coulter, Inc., Brea, CA, USA) 
3. Protočni citometar CYTOMICS FC 500 (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA) 
povezan s računalom Pentium (IBM, USA) i laserskim štampačem Business inkjet 
2300 (Hewlett-Packard, USA) 
4. Miješalica za epruvete, Vortex Vibromix (Tehtnica, Slovenija) 
5. K3EDTA VACUTAINER epruvete za uzimanje krvi (Becton Dickinson, USA) 
6. Polistirenske epruvete 12*75 mm (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) 
7. QIAamp Spin Column (Eppendorf); sadrţe membranu od silikagela 
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8. Kolekcijske tubice (Eppendorf) 
9. Automatske pipete (Thermo, Eppendorf) 
10. Nastavci za automatske pipete (Eppendorf) 
11. Ultracentrifuga K3K0 (Sigma) 
12. Pasteur-pipete (Eppendorf) 
13. Aparat za inkubaciju uzoraka Termomixer comfort (Eppendorf) 
14. Termociklički amplifikator za PCR u stvarnom vremenu, LightCycler 2.0 Instrument 
(Roche Diagnostic, Germany) 
15. Staklene kapilare za PCR u stvarnom vremenu, LightCycler Capillaries (20 μl); 
(Roche Diagnostic, Germany) 
 
3.5. Metode 
3.5.1. Imunofenotipizacija limfocita periferne krvi protočnom citometrijom 
 
Sustav za pripremu uzoraka za protočnu citometriju se sastoji od dva aparata; aparat za 
pipetiranje uzoraka PrepPlus 2 te aparat za inkubaciju uzoraka i lizu eritrocita Tq-Prep. 
Uzorke, reagense i po dvije silikonizirane polistirenske epruvete stavila sam u PrepPlus 2 
aparat. U prvom koraku se pipetira po 10 µL smjese monoklonskih antitijela. U prvu epruvetu 
pipetira se kombinacija CD45-FITC/CD4-RD-1/CD8-ECD/CD-3PC-5 i CD38-PC7 antitijela, 
dok se u drugu pipetira kombinacija CD45-FITC/CD56-RD-1/CD19-ECD/CD3-PC-5  i HLA-
DR PC7. Zatim se u svaku epruvetu pipetira po 100 µL uzorka. Sljedeći korak je inkubacija 
uzoraka 10 minuta u aparatu Tq-Prep, a nakon inkubacije u uzorke se dodaje reagens koji se 
sastoji od tri otopine A, B i C. Pomoću reagensa liziramo eritrocite te fiksiramo membranu 
limfocita. U meĎuvremenu, u jednu silikoliziranu polistirensku epruvetu doda se 10-12 kapi  
reagensa koji sluţi za provjeru i kalibraciju optičkog i protočnog dijela citometra. U zadnjem 
koraku sam dodala 100µL reagensa koji sadrţi fluorescentne mikrosfere poznate 
koncentracije,  kako bi mogla odrediti apsolutni broj CD4+ limfocita T. Pripremljene uzorke 
analizirala sam na citometru CYTOMICS FC 500. Prikupljene podatke analizirala sam 
pomoću CXP softvera te dobila podatke o postotku limfocita B, limfocita T, NK stanica, 
CD4+ limfocita T, CD8+ limfocita T i aktiviranih limfocita T. Limfocite sam od ostalih 
stanica odvojila pomoću panleukocitnog biljega (CD45) i parametra SS «side scatter» koji 
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odreĎuju granuliranost jezgre stanica te pomoću parametara SS i FS «forward scatter» koji 
govore o veličini stanice. 
 
3.5.2. Izolacija ljudske DNA 
 
Za izolaciju ljudske DNA koristila sam QIAamp DNA Mini Kit. U 20 µL QIAGEN 
proteaze dodala sam 200 µL uzorka i 200 µL pufera za lizu. To sam kratko vorteksirala te 
inkubirala 10 minuta na 56 °C. Zatim sam dodala 200 µL 98 % etanola, opet vorteksirala te 
prebacila cijeli volumen (620 µL) u QIAamp Mini Spin kolonu koja sadrţi membranu od 
silikagela na koju se veţe DNA te centrifugirala 1 minutu na 8000 okretaja u minuti (eng. 
revolutions per minute, rpm).  Kolonu sam prebacila u novu kolekcijsku tubicu, dodala 500 
µL pufera za ispiranje «Buffer AW1» te centrifugirala 1 minutu na 8000 rpm-a. Nakon toga 
sam kolonu opet prebacila u čistu kolekcijsku tubicu i dodala pufer za ispiranje «Buffer 
AW2» te  centrifugirala 3 minute na 14500 rpm-a. Kolonu sam zatim opet prebacila u novu 
kolekcijsku tubicu i centrifugirala na 14500 rpm 1 minutu bez dodavanja ičega. Ovaj korak 
sluţi da bi se s kolone maknuli svi ostaci pufera za ispiranje jer puferi sadrţe etanol koji 
inhibira djelovanje polimeraze i onemogućava PCR. Kolonu sam zatim prebacila u čistu 
Eppendorf tubicu te dodala 200 µL  pufera za ispiranje «Buffer AE» pomoću kojeg se DNA 
otpusti s kolone, inkubirala 1 minutu na sobnoj temperaturi te centrifugirala 1 minutu na 8000 
rpm-a. QIAamp Spin kolonu sam bacila a izolat sam spremila na -20 °C. 
 
3.5.3. Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu 
 
Pripremila sam reakcijsku smjesu za odreĎen broj uzoraka. Volumeni pojedinih sastojaka 
za jedan uzorak su prikazani u tablici 1. 
Tablica 1. Prikaz komponenti koje čine reakcijsku smjesu za jedan uzorak (15 µL), potrebne 
za detekciju polimorfizma gena za IL-28B metodom lančane reakcije polimerazom u 
stvarnom vremenu 
  Redestilirana voda za PCR 9.4 µL                 
 25 
   Otopina  Mg
2+
 (25 mM) 1.6 µL  
 Ukupno 15 µL      Smjesa koja sadrţi početnice i     
probe (TIB Molbiol) 
2.0 µL 
Smjesa koja sadrţi polimerazu 
i dNTP (Roche master, mješavina 
LightCycler
®
 FastStart Enzyme 
LightCycler
®
 i FastStart Reaction 
MixHybProbe) 
2.0 µL 
 
  
U detekciju ulazi izolirana ljudska DNA i kontrole (C homozigot, T homozigot i 
heterozigot). Optimalna koncentracija izolirane ljudske DNA za izvoĎenje ovog testa je 2-5 
ng / µL (test moţe detektirati >1 ng / µL genomske DNA, prema uputama proizvoĎača za 
LightMix
®
Kit IL-28B). U metalni blok sam sloţila staklene kapilare, po jednu za svaki 
uzorak i kontrole. U svaku kapilaru sam dodala 15 µL reakcijske smjese i 5 µL izolirane 
ljudske DNA ili pripremljene kontrole. Kapilare sam zatim oprezno stresla kako bi se 
tekućina spustila u uţi dio kapilare, te ih zatim stavila u okretnu napravu, pa u ureĎaj 
LightCycler. Odabrala sam test IL28, i upisala nazive uzorka i kontrola. U tablici 2. su 
prikazane reakcije koje se odvijaju u instrumentu. Za detekciju polimorfizma jednog 
nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP) koristila sam «Simple Probe”. 
«SimpleProbe” jače flouresciraju vezane na komplementarnu DNA nego samostalno u 
otopini. Povećavanjem temperature prema temperaturi mekšanja (Tm), probe se odvajaju od 
komplementarnog lanca te se flourescencija smanjuje.  
Tablica 2. Prikaz uvjeta lančane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu koji se odvijaju u 
ureĎaju LigtCycler  
Progr. korak Denaturacija Ciklusi Otapanje HlaĎenje 
Analiza:  Umnaţanje Krivulja topivosti  
Ciklusi: 1  45 1 1 
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Temperatura[°C] 95 95        60 72 95 40 85 40 
Trajanje[mm:ss] 10:00 00:05 00:10 00:15 00:20 00:20 00:00 00:30 
3.5.4. Statistička analiza 
 
U analizi sam koristila programe Microsoft Excell (Microsoft) i Statistica (Microsoft). 
Vrijednosti kontinuiranih varijabli pokazala sam aritmetičkom sredinom i medijanom. U 
programu Statistica koristila sam Fischerov program.  
 
4. REZULTATI 
4.1. Podaci o ispitanicima 
Ispitanike sam podijelila u tri skupine prema apsolutnom broju CD4+ limfocita T u krvi. 
Od 109 ispitanika, 97 je muških, a 12 ţenskih.  
Prva skupina su osobe koje su pri ulasku u kliničku skrb, te minimalno godinu dana 
nakon toga imale > 500 CD4+ limfocita T/ μl krvi. Druga skupina su osobe koje su u kliničku 
skrb ušle s < 200 CD4+ limfocita T/ μl krvi, ali je broj CD4+ limfocita T porastao do > 500 
CD4+ limfocita T/ μl krvi. Treća skupina su osobe koje su pri ulasku u kliničku skrb, te nakon 
minimalno godinu imale < 200 CD4+ limfocita T/ μl krvi.  
 
 4.2. Rezultati genotipova 
Na temelju grafičkog prikaza krivulje taljenja, koja prikazuje promjenu fluorescencije s 
temperaturom (-dF/dT), odredila sam genotip IL28B. T homozigot ima vrhunac fluorescencije 
na otprilike 51 °C (Slika 6), C homozigot na otprilike 59 °C (Slika 7),  heterozigoti imaju dva 
vrhunca na otprilike  51 °C i 59 °C (Slika 8). 
U čitavoj skupini ispitanika 55 ispitanika su C homozigoti (50.5 %), 40 ispitanika su  
heterozigoti (35.7 %), a  T homozigota je 14 (12.8 %). Fischerovim testom usporeĎene su po 
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dvije skupine ispitanika, grupirani su T homozigoti i heterozigoti. Test nije pokazao statistički 
značajne razlike, OR 1.38 p = 0.623 za prvu i drugu skupinu, OR 0.97, p = 1 za prvu i treću i 
OR 0.70, p = 0.605 za drugu i treću skupinu.  
U prvoj grupi od 48 ispitanika, najčešći genotip je C homozigot sa 52.1 %. Slijedi 
heterozigot sa 37.5 % i T homozigot sa 10.41 %. U drugoj grupi od 25 ispitanika, C 
homozigota ima najviše (48 %), zatim C homozigot (44 %), dok T homozigota ima najmanje 
(8 %). Treća skupina ima 36 ispitanika, najčešći genotip je C homozigot (52.7 %), zatim 
heterozigot sa 27.7 %, i T homozigot sa 19.4 % (Tablica 3). 
 
 
 
Slika 6. Grafički prikaz krivulje taljenja  koja prikazuje promjenu intenziteta fluorescencije s 
temperaturom (-dF/dT). Ispitanik, čiji je genotip IL28 TT,  ima vrhunac fluorescencije na  
50.72 °C.  
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Slika 7. Grafički prikaz krivulje taljenja, koja prikazuje promjenu fluorescencije s 
temperaturom (-dF/dT). Ispitanik,  čiji je genotip IL28 CC,  ima vrhunac fluorescencije na  
59.93 °C.  
 
 
 
Slika 8. Grafički prikaz krivulje taljenja, koja prikazuje promjenu fluorescencije s 
temperaturom (-dF/dT). Ispitanik,  čiji je genotip IL28 CT,  ima dva vrhunca fluorescencije na  
51.70 °C i 59.86 °C. 
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Tablica 3. Broj i postotak  HIV-pozitivnih ispitanika s pojedinim genotipom interleukina 28B. 
Ispitanici su podijeljeni u tri skupine  prema apsolutnom broju CD4+ T-limfocita, te su 
prikazani brojevi i  postotci C homozigota, heterozigota i T homozigota za pojedinu skupinu 
ispitanika 
Genotip 
IL-28B 
>500 CD4+ limfocita T/ 
μl krvi  
<200-500 CD4+ limfocita 
T/μl krvi 
<200 CD4+ limfocita T/ 
μl krvi 
CC 25 (52.1 %) 11 (44 %) 19 (52.7 %) 
CT 18 (37.5 %) 12 (48 %) 10 (27.7 %) 
TT 5 (10.41 %) 2 (8 %) 7 (19.4 %) 
Ukupno: 48 25 36 
 
 
 
5. RASPRAVA 
 
Od 109 ispitanika ovog rada njih 55 su C homozigoti (50.5 %), 40 ispitanika su  
heterozigoti (35.7 %), a  T homozigota je 14 (12.8 %). U prvoj grupi od 48 ispitanika, 
najčešći genotip je C homozigot sa 52.1 %. Slijedi heterozigot sa 37.5 % i T homozigot sa 
10.41 %. U drugoj grupi od 25 ispitanika, C homozigota ima najviše (48 %), zatim C 
homozigot (44 %), dok T homozigota ima najmanje (8 %). Treća skupina ima 36 ispitanika, 
najčešći genotip je C homozigot (52.7 %), zatim heterozigot sa 27.7 %, i T homozigot sa 19.4 
%. Parczewski i sur. (2012) su proveli istraţivanje na 484 HIV-om inficiranim pacijentima 
(406 pacijenata su na antiretroviralnoj terapiji). 202 pacijenata  su C homozigoti (41.7 %), 
heterozigota je 225 (46.5 % ), a 57 pacijenata su  T homozigot (11.7 %). IL28B CC genotip je 
povezana sa povećanim rizikom smrtnosti u liječenih, HIV-om zaraţenih osoba (22.8 %), u 
usporedbi sa heterozigotom (13.8 %) i T homozigotom (12.3 %). Machmach i sur. (2013) su 
ispitanike podijelili na HIV kontrolore (ispitanici koji su sposobni odrţati jako malu količinu 
virusa u odsutnosti antiretroviralne terapije) i HIV-om inficirane nekontrolore. U tom 
istraţivanju je nekoliko faktora imalo bitnu ulogu, npr. prisutnost alela kao HLA-B57 ili 
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HLA-B27, dob, spol i sl. Rezultati su pokazali da kod 53 kontrolora naučestaliji genotip je C 
homozigot (62.3 %), zatim heterozigot sa 34 %, i T homozigot sa 3,8 %. Kod 389 
nekontrolora naučestaliji genotip je heterozigot sa 46,3 %, zatim C homozigot sa 45 % i T 
homozigot sa 8.7 %. Rezultati su ukazali na činjenicu da je IL28B CC genotip nezavisno 
povezan sa spontanom kontrolom HIV-a u pripadnika bijele populacije.  
Interferoni λ inhibiraju replikaciju različitih virusa. Polimorfizam jednog nukleotida  
rs12979860 u promotoru gena za interleukin-28B (jedan od interferona λ) utječe na 
koncentraciju tog citokina u organizmu. Osobe koje su C homozigoti imaju veće 
koncentracije IL-28B što moţe utjecati na brzinu progresije različitih infekcija (Machmach i 
sur., 2013).  
Tijekom 2009. i 2010. g. objavljeni su i rezultati četiri GWAS istraţivanja (genome-
wide association studies, GWAS) koja su pokazala značajnu povezanost izmeĎu prisutnosti 
SNP-a rs12979860 i rs809917 koji se nalaze u blizini gena za IL-28B i učestalosti spontane 
eliminacije virusa te ishoda liječenja kroničnog hepatitisa C s peginterferon-α2a i ribavirinom 
(Vince i sur., 2013). Čimbenici o kojima ovisi ishod liječenja su HCV-genotip, bazalna 
viremija, indeks tjelesne mase, dob, spol, rasa i koinfekcija HIV-om. Trajni virološki odgovor 
(eng. sustained virologic response, SVR) kod oboljelih koje su C homozigoti dostiţe visokih 
70 % u usporedbi s 25-30 % u oboljelih koji su heterozigoti ili T homozigoti (Nucara i sur., 
2012). Thomas i sur. (2009) su ispitivali utjecaj genotipa na infekciju hepatitisa C. Pokazalo 
se da pacijenti koji su C homozigoti imaju sporiju progresiju bolesti, za razliku od 
heterozigota i T homozigota (Thomas i sur., 2009). Uloga SNP rs12979860 u kroničnom 
hepatitisu B još uvijek slabo poznata (Boglione i sur, 2014).   
U ovom  istraţivanju najviše ispitanika je C homozigot, što je netipično  obzirom na 
činjenicu da u većini radova najčešći genotip je heterozigot.  Lindh i sur. (2011) su proveli 
istraţivanje na 134 pacijenata inficiranih HCV-om, i rezultati su pokazali da C homozigota 
ima 35 %, heterozigota 47 % i T homozigota 15 %.  Parczewski i sur. (2012) su proveli 
istraţivanje na 484 HIV-om inficiranim pacijentima, 202 pacijenata  su C homozigoti (41.7 
%), heterozigota je 225 (46.5 %), a 57 pacijenata su  T homozigot (11.7 %). Frekvencije 
genotipa za rs12979860 razlikuju se meĎu različitim etničkim skupinama. Melis i sur. (2011) 
su proveli istraţivanje frekvencije genotipa za T homozigote i heterozigote na bijelcima, 
Azijatima, populaciji Bliskog istoka, Latinoamerikancima te Afroamerikancima. Istraţivanja 
su pokazala da je heterozigota najviše meĎu populacijom Azijata (89 %), T homozigota meĎu 
Afroamerikancima (57 %). 
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HLA genotip, osim što utječe na brzinu i tijek HIV infekcije, utječe i na odgovor 
bolesnika na terapiju. Studije su pokazale da  HLA genotip moţe biti odgovoran za benigni 
tijek bolesti kod otprilike 40 % pacijenata sa dugoročnim neprogresivnim tijekom bolesti. 
Pacijenti koji su heterozigoti za HLA klasu I pokazuju slabiju progresiju imunodeficijencije 
za razliku od homozigota. HLA- B*14, HLA-B*27, HLA-B*51, HLA-B*57 i HLA-C*8 geni su 
povezani sa slabijom progresijom bolesti, dok je prisutnost HLA- A*23, HLA-B*37 i HLA- 
B*49 gena  povezana sa brzim razvojem imunodeficijencije (Carrington i O'Brien, 2003). 
HLA B*5701 povezan je sa sporijom progresijom HIV infekcije iako točan mehanizam 
djelovanja ovog alela nije poznat (Lackner i sur., 2012). Munderi  i sur. (2011) odredili su 
učestalost HLA-B*5701 alela u 247 HIV pozitivnih osoba koja su primale lijek abakavir 
uključujući šest pacijenata s postavljenom dijagnozom reakcije preosjetljivosti. Unatoč tome 
testom HLA genotipizacije utvrĎeno je da ni jedna osoba nema HLA-B*5701 alel, odnosno 
da je njegova učestalost 0 %. Arrizabalaga i sur. (2009) proveli su epidemiološku studiju u 
koju su uključili 1198 pacijenata iz 74 centra za liječenje HIV-a u Španjolskoj i dobili 
rezultate da je učestalost HLA-B*5701 alela u populaciji bijelaca 6.5 % (92.2 % ispitanika).  
6. ZAKLJUČCI 
 
1. U ukupnoj istraţivanoj populaciji, od 109 HIV pozitivnih ispitanika, najčešći genotip 
je C homozigot (50,5 %),  zatim slijedi heterozigot (36,7 %) i T homozigot (12,8 %). 
2. U prvoj skupini, u kojoj su osobe koje su pri ulasku u kliničku skrb te minimalno 
godinu dana nakon toga imale > 500 CD4+ limfocita T/ μl krvi, C homozigot je 
najzastupljeniji genotip (52,1 %), a T homozigot  najrjeĎi genotip (10,41 %). 
3. U drugoj skupini u kojoj su osobe koje su u kliničku skrb ušle s < 200 CD4+ limfocita 
T/ μl krvi, ali je broj CD4+ limfocita T porastao do > 500 CD4+ limfocita T/ μl krvi 
nakon početka terapije antiretrovirusnim lijekovima, heterozigot je najzastupljeniji 
genotip (48 %), dok je T homozigot najrjeĎi genotip (8 %). 
4. U trećoj skupini u kojoj su osobe koje su pri ulasku u kliničku skrb, te nakon 
minimalno godinu od započinjanja antiretrovirusne terapije imale < 200 CD4+ 
limfocita T / μl krvi, C homozigot je najzastupljeniji genotip (52,7 %), dok je T 
homozigot najrjeĎi genotip (19,4 %). 
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5. UsporeĎujući po dvije skupine ispitanika, grupiranjem T homozigota i heterozigota, 
koristeći Fisherov program u programu Statistica ustanovila sam da nema statistički 
značajnih  razlike meĎu  skupinama ispitanika. 
Istraţivanje je pokazalo da nema povezanosti izmeĎu progresije bolesti i genotipa IL-28B u 
HIV zaraţenih osoba. 
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